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ABSTRAKT 
  
Práce obsahuje učební text – návody pro laboratorní cvičení z mikrobiologie, 
určený studentům středních odborných škol s potravinářským zaměřením. Ověření 
funkčnosti a didaktické vhodnosti  jednotlivých úloh proběhlo v rámci výuky studentů 
Střední průmyslové školy chemické v Brně. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The thesis contains studying material – textbook for the practice in food 
microbiology for the students of the secondary technical schools of chemistry and food 
science. Verification of practical utility and didactical advisability of submited exercices 
was realized at The Secondary Technical School of Chemistry in Brno. 
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1. ÚVOD 
 
 V současné době v ekonomicky vyspělých zemích není problém s objemem 
produkce potravin, ale o to větší důraz je kladen na jakost vyráběných potravin a jejich 
zdravotní nezávadnost. Předpokladem produkce kvalitních, zdravotně nezávadných 
potravin jsou kvalitní suroviny, správný technologický postup, obalová technika i 
přeprava a skladování. Je tedy zřejmé, že praxe potřebuje řadu kvalifikovaných 
pracovníků, jejichž příprava začíná na úrovni středních odborných škol. Z výše 
uvedeného rovněž plyne nesporný význam osvojení hygieny potravin, včetně jejího 
mikrobiologického aspektu, pro všechny studující potravinářských oborů. 
Výuka odborných předmětů na středních odborných školách má oproti výuce 
všeobecně vzdělávacích předmětů svá specifika a vyžaduje tedy také speciální učební 
texty, které akcentují požadavky na profil absolventa střední odborné školy podle 
konkrétního studijního programu a oboru. Před rokem 1989 zajišťovalo tehdejší Státní 
nakladatelství technické literatury vydávání celostátních středoškolských odborných 
učebnic pro všechny střední školy zařazené do sítě SOŠ s technickým zaměřením, 
přičemž tyto učebnice byly koncipovány podle tehdejších platných osnov pro výuku 
daných odborných předmětů. Dnes je však u nás situace zcela odlišná a SOŠ již nemají 
zajištěny přísun aktualizovaných učebnic pro odborné předměty.  
V dnešní době je na trhu nabízena celá řada učebnic všeobecně vzdělávacích 
předmětů jako například biologie, chemie, zeměpisu atd., většinou s přívlastkem „pro 
gymnázia a střední školy gymnazijního typu“. Méně se však již setkáme s nabídkou 
učebnic pro odborné střední školy a pro úzce profilované odborné střední školy 
neexistují povětšinou aktuální učební texty, odrážející nejnovější poznatky v oboru, 
vůbec. 
Od školního roku 2005/2006 působím jako učitel na Střední průmyslové škole 
chemické v Brně, kde se studenti mohou vzdělávat mimo jiné také ve studijním oboru 
Analýza potravin. Nedílnou součástí jejich výuky je i výuka potravinářské 
mikrobiologie, která je z velké části realizovaná formou praktických laboratorních 
cvičení. Situace ohledně učebnic či jiných učebních textů je taková, že student 
v podstatě nemá k dispozici žádný vhodný učební text k tomuto předmětu. Jistěže 
takové učební texty vycházejí, avšak prakticky pouze v podobě vysokoškolských skript 
a učebnic, které jsou pro výuku na střední škole nevhodné. Je tedy na vyučujícím, aby si 
sám obsahovou náplň cvičení nachystal ve formě příprav na vyučování a následně je 
předával svým studentům. Pro studenty samotné by však učební text, ze kterého by 
mohli čerpat návody ke cvičení, byl vhodnou pomůckou. 
Rozhodl jsem se tedy, že v rámci zpracování mé diplomové práce na Chemické 
fakultě VUT v Brně navrhnu podobu konkrétního učebního textu pro předmět 
mikrobiologických cvičení, který by mohl být případně použit i na jiných středních 
odborných školách s potravinářským zaměřením. 
Druhá fáze práce (praktická část) je zaměřena na praktické ověření funkčnosti a 
didaktické vhodnosti vybraných úloh – stanovení celkového počtu mikroorganismů, 
stanovení počtu koliformních mikroorganismů, stanovení počtu bakterií Staphylococcus 
aureus a průkaz bakterií rodu Salmonella, to vše ve vzorcích masa a ve vzorcích 
provozních ploch (odebraných stěrovou metodou)  z jateční výroby a z bourání.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
Při práci s odbornou literaturou jsem se zaměřil na zevrubné poznání klasických 
i nejnovějších poznatků týkajících se průkazu a stanovení počtu specifických skupin 
mikroorganismů obsažených v potravinách, s důrazem na hledisko dodržení veškerých 
didaktických zásad pro zpracování učebního textu. Bylo samozřejmě třeba vzít v úvahu, 
že studenti střední školy neovládají základní návyky pro práci v mikrobiologické 
laboratoři a proto se jim učební text věnuje poměrně ve velkém rozsahu v náplni úloh 
pro 3. ročník. Cenným zdrojem informací se staly také konzultace s vyučujícími SPŠCH 
v Brně a v neposlední řadě také vlastní práce se studenty střední školy, kdy jsem 
zjišťoval z jaké poznatkové základny mohu u studentů střední školy vycházet. 
Laboratorní cvičení z mikrobiologie je nedílnou součástí výuky potravinářské 
mikrobiologie, resp. metod analýzy potravin všech studijních oborů s potravinářským 
zaměřením. Podle předkládaného učebního textu je koncipováno tak, aby studenti 
získali praktické zkušenosti, které jim napomohou prohloubit znalosti získané 
v teoretických vyučovacích hodinách. Úvodní část cvičení je věnována základním 
technikám práce s mikroorganismy a základním principům mikrobiologie. Ty jsou 
doplněny pozorováním mikroorganismů pod mikroskopem a některými metodami 
izolace a identifikace mikroorganismů. Mikrobiologické techniky jsou dále aplikovány 
v analýze potravin. 
 V poslední době dochází k nevídanému rozvoji moderních metod detekce a 
stanovení počtu mikroorganismů v potravinách (a samozřejmě i jiných materiálech). 
Patří mezi ně např. imunochemické metody, které je možné kombinovat s různými 
separačními technikami a především pak PCR v různých aplikacích. Tyto metody není 
možné z pochopitelných důvodů provádět v podmínkách školní laboratoře a jsou proto 
stručně zmíněny teoreticky, jako náplň cvičení v době, kdy je již praktická výuka 
v laboratoři ukončena z důvodu příprav na praktické maturitní zkoušky. 
Doslovné znění jednotlivých kapitol učebního textu „Laboratorní cvičení z 
mikrobiologie“ je uvedeno v příloze diplomové práce. 
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2.1. Jednotlivé skupiny mikroorganismů obzvláště důležité z hlediska 
potravinářské mikrobiologie a jejich identifikace na agarových půdách 
  
 V učebním textu, který je přílohou této práce, jsou v návodech pro 4. ročník 
popisována stanovení vybraných skupin a druhů mikroorganismů, které jsou z hlediska 
potravinářského nejdůležitější.  Jedná se zejména o mikroorganismy, jejichž přítomnost 
v potravině se vyšetřuje z legislativních důvodů, způsobující alimentární infekce či 
intoxikace. 
 
 
2.1.1. Celkový počet mikroorganismů 
   
CPM jsou veškeré bakterie + kvasinky + plísně vyrostlé na neselektivních, 
nutričně bohaté půdě (např. půda s obsahem glukosy, tryptonu, kvasničného extraktu a 
agaru, označovaná jako GTKA nebo PCA) za aerobních podmínek během 72 hodin při 
30 ºC. Můžeme tedy říci, že jde o veškeré mezofilní aerobní a fakultativně anaerobní 
mikroorganismy. [4]  
Jde o ukazatel celkové hygienické úrovně potravinářského provozu. 
 
 
2.1.2. Koliformní mikroorganismy 
   
Jsou to fakultativně anaerobní gramnegativní tyčinkovité bakterie z čeledi 
Enterobacteriaceae, které zkvašují laktosu za tvorby kyseliny a plynu (jsou laktoso-
pozitivní). Jedná se např. o rody např. rody Escherichia, Enterobacter, Klebsiella a 
Citrobacter. 
Patří mezi tzv. indikátorové mikroorganismy, indikují fekální kontaminaci 
potraviny či obecně nízkou hygienickou úroveň potravinářského provozu. 
 Koliformní mikroorganismy mohou být identifikovány na živné půdě 
s krystalovou violetí, neutrální červení, žlučovými solemi a agarem (běžné označení 
VČŽL nebo VRBL), kde po kultivaci při 37 °C po dobu 24 hodin vytváří karmínově 
červené kolonie o průměru 1 – 3 mm. Charakteristický vzhled kolonií vyplývá ze 
schopnosti koliformních mikroorganismů zkvašovat laktosu za produkce kyseliny, což 
se projeví změnou pH v okolí kolonie a tím i barevnou změnou acidobazických 
indikátorů, které jsou v půdě obsaženy. [17] 
 
 
2.1.3. Enterokoky 
   
 Nejvýznamnějšími druhy rodu Enterococcus jsou E. faecalis a E. faecium. Jde o 
saprofyty (saprofyt je organismus využívající ke svému životu rozkládajících se částí 
jiného organismu nebo jeho výměšků) a komenzály (komenzál je organismus žijící 
v blízkém vztahu k jinému organismu, aniž by jej poškozoval) trávicího ústrojí zvířat i 
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člověka. Enterokoky jsou rozšířeny ve fekálně kontaminovaném prostředí (stáje, 
povrchové vody). Přežívají teplotu 60ºC po dobu 30 minut. [29] 
 Jde o indikátorové mikroorganismy fekálního znečištění v případech, kdy 
koliformní bakterie byly zničeny působením vyšší teploty, obvykle při technologickém 
zpracování.  Protože ve vodě přežívají jen krátkou dobu a téměř se zde nepomnožují, 
mohou být využity jako indikátor čerstvého fekálního znečištění vody. 
Enterokoky se identifikují na agarovém médiu Slanetz – Bartleyové, které 
obsahuje pepton, kvasničný extrakt, glukosu, K2HPO4, azid sodný a agar. Na této půdě 
se enterokoky po inkubaci při 37 °C po dobu 2 dnů manifestují jako červeno-růžové, 
hladké a lesklé kolonie o průměru 1 – 2 mm. Půda je dost selektivní a proto v běžných 
případech postačí makroskopické posouzení kolonií bez nutnosti diferencovat 
enterokoky od ostatních streptokoků podle např. biochemických vlastností apod. [3] 
 V případě, že se jedná o kolonie získané technikou membránové filtrace (při 
mikrobiologickém vyšetření pitné vody), potom se tyto kolonie podle platné ISO normy 
konfirmují  přeočkováním na žluč-eskulin-azidový agar, kde enterokoky hydrolyzují 
eskulin. Produkt reakce eskuletin reaguje s železitým iontem a tvoři černohnědý 
komplex. Azid přítomný v mediu inhibuje růst gramnegativních organismů a žluč 
inhibuje většinu grampozitivních organismů. [9] 
 
 
2.1.4. Psychrotrofní mikroorganismy 
   
 Jedná se o mikroorganismy, které jsou schopny pomnožovat se při 7 i méně °C, 
tedy při uchovávání mléka v chladovém režimu. Vyšetřují se v mléce, protože 
psychrotrofní bakterie produkují termostabilní enzymy způsobující proteolýzu a 
lipolýzu mléka.Tak dochází k závažným změnám ve složení mléka, které se projevují 
sezorickými změnami mléka a mléčných výrobků. Dochází zejména k porušení chuti a 
vůně, k tvorbě sedimentu. U vysoce tepelně ošetřených mlék vzniká hlenovatění. 
 Pro stanovení počtu psychrotrofních mikroorganismů se používá stejná půda, 
jako pros stanovení celkového počtu mikroorganismů (tedy GTKA, resp. PCA). Rozdíl 
je pouze v podmínkách kultivace (6,5 °C po dobu 10 dnů). [11] 
 
 
2.1.5. Clostridium perfringens 
   
 Clostridium perfringens způsobuje alimentární infekce člověka. Vegetativní 
formy tohoto mikroorganismu pozřené s pitnou vodou či potravou v tenkém střevě 
zahájí sporulaci a přitom produkují toxin. 
Spory přežívají var (100°C) 1-2 hodiny. Po zchlazení spory ihned vyklíčí a 
pokud je potravina ponechána při pokojové teplotě (20-50 °C), vegetativní formy se 
velmi rychle množí. 
Rizikové jsou především velké kusy masa (vytvoření anaerob. podmínek uvnitř, 
růst Clostridium perfringens podporuje i fakt, že varem potraviny se z ní vypudí kyslík). 
Důležité je proto rychlé zchlazení tepelně opracované potraviny (masa), čímž se zabrání 
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vyklíčení spor. Důkladným ohřevem před další konzumací zničíme vegetativní formy 
klostridií a vyhneme se tak infekci (spory se v žaludku a střevech množit nemohou). 
[24] 
Pro stanovení počtu Clostridium perfringens se používá m-CP agarová půda se 
složením: trypton, kvasničný extrakt, sacharosa, L-cystein, MgSO4, bromkresolový 
purpur, agar s přídavkem suplementu o složení: D-cykloserin, polymyxinsulfát, 
idoxylglukosid, fenolftalein a FeCl3. Clostridium perfringens je nutné kultivovat za 
anaerobních podmínek (v anaerostatu). Počítáme matné, neprůhledné žluté kolonie, 
které potvrdíme konfirmačním testem. Charakteristické kolonie (žluté) vystavíme parám 
amoniaku po dobu 20-30 sec. Ty, které změní barvu do růžova nebo červena jsou 
potvrzené kolonie. [33] 
 
 
2.1.6. Salmonella spp. 
   
 Rod Salmonella je významným zástupcem  čeledi Enterobacteriaceae, což jsou 
G-, fakultativně anaerobní nesporulující krátké tyčinky. Salmonely zkvašují glukosu 
s produkcí kyseliny a plynu, nezkvašují však laktosu – jsou laktoso-negativní.  
 Z pohledu šíření alimentárních onemocnění je možno vyčlenit 3 nejdůležitější 
druhy salmonel: 
- Salmonella typhi - patogen, způsobující velmi vážné (často smrtelné) 
onemocnění břišní tyfus. Tyfus se projevuje silnými bolestmi břicha a 
horečkami. Bakterie jsou vylučovány výkaly nemocného, takže při špatných 
hygienických podmínkách může dojít k epidemii. Patogenní je pouze pro 
člověka. 
- Salmonella typhimurium – v přírodě velmi rozšířená, je patogenní pro 
člověka       i pro zvířata. 
-  Salmonella enteritidis – patogenní pro člověka i pro zvířata a často se 
vyskytuje    v trusu ptáků (holubi). 
Druhy S. typhimurium a S. enteritidis  způsobují alimentární onemocnění 
(přenos na člověka se děje převážně kontaminovanými potravinami) salmonelózu, která 
se projevuje průjmy, často i zvracením (gastroenteritida). [24] 
 Jednou ze selektivně-diagnostických půd pro identifikaci salmonel je půda XLD 
(s xylosou, lysinem a desoxycholátem). Po inkubaci při 37 °C po dobu 24 hodin jsou 
kolonie salmonel (a dalších laktoso-negativních mikroorganismů, např. bakterií rodu 
Shigella) černé barvy. Kolonie koliformních (laktoso-pozitivních) mikroorganismů 
odlišíme snadno – nejsou černé, nýbrž žluté barvy se žlutým zabarvením okolí kolonie. 
[5] 
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2.1.7. Listeria monocytogenes 
   
 Listeria monocytogenes je obávaným patogenním mikroorganismem. 
Onemocnění vyvolaná touto bakterií – listeriózy, jsou velmi závažná a zasahují 
specifické skupiny lidí: děti, těhotné ženy a osoby s oslabenou imunitou. Mezi 
alimentárními onemocněními má největší procento úmrtnosti, které dosahuje až 33 %. 
[1] 
 Mezi potraviny s největším rizikem patří mléčné výrobky (měkké, zrající a 
plísňové sýry), maso a tepelně neopracované masné výrobky. 
 Identifikaci listerií lze provést na živné půdě ALOA (výrobce AES Laboratoire).  
Důkaz je založen na průkazu β-glukosidázy, obsažené v buňkách bakterií rodu Listeria. 
Způsobuje modré až modrozelené zbarvení kolonií. Listeria monocytogenes navíc tvoří 
působením fosfolipázy C kolem kolonií žlutou zónu. Součástí agaru je inhibiční systém, 
který znemožňuje v prvních 24 hodinách inkubace jiných bakterií a specificky i jiných 
listerií než Listeria monocytogenes (po 24 hodinách je odečtena L. monocytogenes, po 
delší době inkubace další druhy listerií). [1] 
  
 
2.1.8. Staphylococcus aureus 
   
Staphylococcus aureus je G+ fakultativně anaerobní bakterie kulatého tvaru. 
Patogenní kmeny bakterií Staphylococcus aureus jsou nebezpečné tím, že produkují 
stafylokokový enterotoxin, který je termostabilní (není inaktivován ani působením 
teploty 100ºC po dobu 20 minut). Staphylococcus aureus je typickým příkladem 
mikroorganismu, který způsobuje alimentární intoxikace. [24] 
Staphylococcus aureus tvoří charakteristické kolonie na půdě podle Baird-
Parkera s obsahem telluričitanu draselného. Tyto kolonie jsou černé barvy (redukce 
telluričitanu draselného na tellur kovový) o průměru 1 až 1,5 mm, které jsou lesklé a 
vypouklé, a na opakní půdě tvoří projasněnou kruhovou zónu (o průměru 2 až 5 mm) 
kolem kolonie, odpovídající zóně proteolýzy (způsobené lipo-proteinázou), a opakní 
zóny, způsobené aktivitou lecitinázy, objevující se někdy se zpožděním (48 hodin i 
více) v projasněné kruhové zóně. Konfirmace kolonií se provádí koagulázovým testem 
na králičí plazmě. S. aureus  poskytuje výrazně pozitivní koagulázovou reakci. [8] 
 
 
2.1.9. Aerobní a fakultativně anaerobní sporotvorné mikroorganismy 
   
Protože převážná většina aerobních sporotvorných bakterií má významné 
enzymatické vlastnosti, lze z jejich počtu posoudit mj. uchovatelnost potravin. Jedná se 
zejména o zástupce rodu Bacillus – např. Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, 
Bacillus cereus ad. [29] 
 Z výše uvedených je nebezpečný především fakultativně anaerobní Bacillus 
cereus, který pokud dojde k jeho pomnožení v potravině, produkuje silně termostabilní 
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emetický toxin, dále enzym fosfolipázu C, který přeměňuje v potravině přítomný lecitin 
na lyzolecithin, který poškozuje červené krvinky (hemolýza erytrocytů). Pokud se 
Bacillus cereus pomnoží v tenkém střevě člověka, produkuje diaroický enterotoxin (v 
tomto případě jde tedy o infekci, zatímco tvorba emetického toxinu a lyzolecithinu 
způsobuje intoxikaci). [24] 
 Do potravin se dostávají většinou spory Bac. cereus s infikovanými surovinami 
a přísadami (cukr, koření, škrob). Tyto spory pak přežívají i následné tepelné úpravy 
daných potravin. 
 Počet aerobních sporotvorných bakterií se stanoví tak, že se nejprve naředěný 
vzorek zahřívá po dobu 15 minut na vodní lázni o teplotě 70 °C (likvidace vegetativní 
mikroflóry) a poté se z tohoto zásobního roztoku připraví sada dekadický ředění, které 
se očkují na půdu MPA (masopeptonový agar). Inkubace probíhá 2 dny při teplotě 33 
°C a poté se počítají veškeré narostlé kolonie. [3] 
 
 
2.1.10. Proteolytické a lipolytické mikroorganismy 
   
 Řada mikroorganismů vylučuje do svého okolí enzymy, které rozkládají složky 
potravin. Proteolytické bakterie produkují proteáz – rozkládají bílkoviny, lipolytické 
produkují lipázy, které rozkládají tuky. Tím obě skupiny mikroorganismů způsobují 
zhoršení senzorických vlastností potravin a tedy jejich kažení. 
 Proteolytické vlastnosti mají např. zástupci rodů Bacillus, Serratia, Proteus nebo 
Pseudomonas. Lipolytické vlastnosti vykazují např. rody Staphylococcus, Pseudomonas 
i již dříve jmenované rody Bacillus a Serratia. [29] 
 Proteolytické a lipolytické mikroorganismy identifikujeme s výhodou na jediné 
živném médiu – agaru se želatinou a tweenem. Inkubace probíhá při teplotě 30 °C po 
dobu 72 hodin. Po ukončení inkubace spočítáme nejprve charakteristické kolonie 
lipolytických mikroorganismů, které mají kolem sebe zónu precipitace (zakalení). Poté 
převrstvíme povrch agaru kyselým roztokem chloridu rtuťnatého. Jsou-li přítomny 
kolonie proteolytických mikroorganismů, objeví se kolem nich zóna projasnění. Počet 
proteolytických a lipolytických mikroorganismů se vyjádří zvlášť. 
 
 
2.1.11. Vláknité mikroskopické houby (plísně) 
   
Toxinogenní vláknité mikromycety (plísně) jsou mikroorganismy, které mají 
schopnost  produkovat  mykotoxiny. Patří k významným  faktorům, které mohou v 
negativním smyslu ovlivnit zdraví člověka. Plesnivé potraviny, obsahující toxinogenní 
mikromycety a jejich toxické metabolity mykotoxiny, představují významné nebezpečí 
pro zdraví populace v ČR, zejména z hlediska tzv. pozdních toxických účinků (např. 
karcinogenních, vývojové toxicity).  
V souvislosti s potravinami jsou v popředí zájmu toxinogenní mikromycety 
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Vyskytují se na celém světě, hojněji však v 
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subtropických a tropických oblastech, a to na různých substrátech rostlinného původu a 
v půdě. Velmi často bývá izolován také z arašídů a z cereálií. Může produkovat 
hepatotoxické a kancerogenní aflatoxiny B a kyselinu cyklopiazonovu. [27] 
Mezi další mykotoxiny s významným zdravotním dopadem se řadí především 
námelové látky, trichotheceny, zearalenony, ochratoxiny, sterigmatocystin, peniciliová 
kyselina, patulin, citrinin, rubratoxiny, skupina tremorgenních látek a fumonisiny  
Některé významné mykotoxiny a jejich producenty uvádí tabulka: 
 
Tab. č. 1: Některé významné mykotoxiny a jejich producenti (podle [30]) 
Mykotoxin Producenti 
Aflatoxiny Aspergillus flavus, A. parasiticus 
Deoxynivalenol Fusarium graminearum, F. culmorum, F. roseum 
Ochratoxin A Aspergillus ochraceus, P. verruculosum 
Patulin Penicillium expansum, P. patulum, Byssochlamys nivea 
Sterigmatocystin Aspergillus flavus, A. versicolor,  
Citrinin Penicillium citrinum, P. roqueforti, Aspergillus candidus 
Kyselina                            
α-cyklopiazonová 
Penicillium cyclopium, P. cammemberti, Aspergillus 
flavus 
Zearalenon Fusarium graminearum, F. roseum,  F. culmorum 
 
 Plísně jsou spolu s kvasinkami dobře kultivovatelné na Sabouardově agaru. 
V případě, že je třeba prokázat aflatoxinogenní druhy plísní v potravinách Aspergillus 
flavus a Aspergillus parasiticus, postupují mikrobiologické laboratoře většinou podle 
metodického doporučení k mikrobiologickému zkoušení potravin a pokrmů: Kultivační 
metoda průkazu aflatoxinogenních mikromycetů (plísní) Aspergillus flavus a 
Aspergillus parasiticus v potravinách a pokrmech (Acta hygienica, epidemiologica et 
microbiologica číslo 1/2003). V soustavě českých technických norem (ČSN) totiž 
neexistuje předpis pro kultivační metodu průkazu aflatoxinogenních mikromycetů 
(plísní) v potravinách a pokrmech. Zmíněné metodické doporučení vychází a navazuje 
na doporučení Mezinárodní komise pro mykologii potravin (ICFM), která byla 
vytvořena v rámci Mezinárodní unie mikrobiologických společností (IUMS). 
 Průkaz toxinogenních mikromycetů Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus 
je založen na reakci kyseliny aspergilové, produkované toxinogenními mikromycety a 
železitých iontů (Fe3+), které jsou součástí testovacího média. Při této reakci dochází ke 
vzniku oranžovo - žlutého komplexu, který způsobuje pigmentaci spodní strany kolonie. 
Na půdě s označením ADMB Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus produkují 
oranžovo-žlutou (chromově žlutou) pigmentaci spodní strany kolonie, Aspergillus niger 
někdy také produkuje světle žlutou pigmentaci na spodní straně kolonie. Je však snadno 
rozeznatelný po další 24 – 48 hodinové inkubaci, kdy se začnou vytvářet černé hlavičky 
konidioforů. [27] 
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2.2. Jateční výroba a bourání z hlediska možnosti kontaminace 
mikroorganismy 
 
Protože experimentální část této práce se zabývá ověřením průkazu a stanovení 
počtu vybraných skupin mikroorganismů v jatečně upravených tělech a mase jatečných 
zvířat z bourárny, uvádím na tomto místě základní informace o jateční výrobě a bourání 
z hlediska možnosti kontaminace nežádoucími mikroorganismy. 
Jateční výroba je první ze tří hlavních fází zpracování jatečných zvířat a masa: 
jatečnictví – bourání masa – masná výroba. 
 Do jateční výroby vstupuje živé zvíře a výsledkem je jatečně upravené tělo 
(JUT) jako hlavní produkt. Vedlejšími jatečními produkty jsou poživatelné vnitřnosti, 
tukové tkáně, krev, kůže, střeva, žlázy s vnitřní sekrecí, kosti, další jateční deriváty a 
odpady. [25] 
 Pojem bourání zahrnuje  dělení JUT, vykosťování a třídění masa. Dělením půlek 
a čtvrtí se usnadňuje další manipulace a současně se oddělují výsekové části podle 
kvality. Vykosťování masa se provádí jednak kvůli dalšímu zpracování masa na masné 
výrobky a také pro výsekový prodej (porcování a balení masa). Tříděním se rozumí 
třídění masa podle kvality včetně odstraňování nekvalitních částí – např. chrupavek, 
šlach apod. [25] 
Maso je na základě svého chemického složení, fyzikálních vlastností a vysokého 
obsahu vody ideální živnou půdou pro mikroorganismy. Proto je náchylné na kažení a 
častou příčinou nemocí z potravin mikrobiologického původu. Mikroby na mase nejen 
přežívají, ale za vhodných podmínek, zejména teploty se velmi rychle pomnožují a svou 
proteolytickou, lipolytickou a sacharolytickou činností způsobují jeho kažení. 
Rozkladnou činností nedochází jen ke smyslovým změnám a snížení nutriční hodnoty 
masa a výrobků z něj, ale mikrobiální činností vznikají také metabolické produkty 
schopné ohrozit zdraví lidí. Každá mikrobiální kontaminace masa a masných výrobků je 
tedy nežádoucí. I když ji nelze zcela vyloučit, je nutné ji omezit na nejmenší možnou 
míru a zejména zamezit pomnožování již přítomné mikroflóry. [25] 
Ke kontaminaci může docházet: 
 Primárně (intravitálně), za života zvířete infekcí virulentními patogenními 
mikroby kontaminací střevní mikroflórou nebo při poranění zvířete a 
mikrobiální kontaminací otevřené rány. 
 Sekundárně (postmortálně), po smrti zvířete při jatečném opracování a při 
jakékoli další manipulaci s masem a masnými výrobky. 
 
Postmortální kontaminaci je maso vystaveno od okamžiku poražení zvířete ve 
všech fázích jatečného opracování a v průběhu všech dalších operací až do okamžiku 
spotřeby. 
 Zdrojem kontaminace při jatečním opracování je zejména znečištěná kůže, 
výkaly, obsahy zažívacího ústrojí, znečištěná voda, pozdní vykolení a ve všech fázích 
získávání a zpracování masa nečisté pracovní plochy, stroje, zařízení, nádoby, schrány, 
obalový materiál a nástroje s nimiž přichází maso do styku. [25] 
 15 
 Obzvláště rizikovou činností z hlediska možné mikrobiální kontaminace je 
bourání masa. Přísná hygienická pravidla je třeba v procesu bourání dodržovat 
zejména proto, že při bourání zbavujeme maso jeho ochranných bariér před mikrobiální 
kontaminací (kůže, blan, tukového pokryvu) a také mnohonásobně zvětšujeme jeho 
povrch. Dále je třeba si uvědomit, že bourání masa se provádí převážně manuálně a 
proto zde vstupuje do popředí problematika zavlečení mikroorganismů do masa lidským 
faktorem. Z těchto důvodů jsou bourárny koncipovány jako bezokenní místnosti či haly 
s dobře čistitelnými stoly, vybavením, podlahami i stěnami. Pracovníci bourárny musí 
mít zdravotní průkaz, čistý pracovní oděv a další ochranné pomůcky. Zřetelně musí být 
označeny čisté a nečisté části provozu. [25] 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST – praktické ověření vybraných úloh 
učebního textu 
 
Experimentální část práce spočívala v ověření funkčnosti a didaktické vhodnosti 
vybraných úloh, které jsou popsány v učebním textu.  
Spolu se svými studenty jsem se zapojil do projektu diplomové práce Mgr. 
Ivony Spurné (Spurná, I.: Mikrobiologie masa. Brno: Vysoké učení technické v Brně, 
Fakulta chemická, 2009), na které jsme participovali formou dvou sad 
mikrobiologických vyšetření masa.  
Cílem této práce bylo zjistit stanovení mikrobiální kontaminace masa a 
provozních ploch v rámci jateční výroby a bourání. Ve vzorcích masa a na pracovních 
plochách jsem se zaměřil na následující mikrobiologické ukazatele: 
 průkaz bakterií rodu Salmonella resp. Shigella 
 stanovení celkového počtu mikroorganismů 
 stanovení počtu koliformních mikroorganismů 
 stanovení počtu bakterií Staphylococcus aureus 
 
 
3.1. Metodika a použitý materiál 
 
3.1.1. Metody průkazu a stanovení počtu mikroorganismů v potravině 
 
V mikrobiologické praxi se používá nepříliš rozsáhlé spektrum postupů průkazu 
a stanovení počtu vybraných skupin mikroorganismů nebo určitého konkrétního druhu. 
V historii mikrobiologického vyšetřování potravin byla veškerá identifikace 
mikroorganismů založena na mikroskopickém pozorování objektů. S postupem času a 
vývojem identifikačních metod, bylo mikroskopování nahrazeno fyziologickými a 
biochemickými metodami.  
V současné době jsou v laboratořích nejvíce používány kultivační metody a 
mikroskopické metody jsou pouze okrajovou záležitostí. Tyto kultivační metody jsou 
usanční, tj. je nutné přísné dodržování pracovního postupu, uvedeného v ČSN či ISO 
normě a tím se vyloučí i případné nesrovnatelné výsledky. 
V poslední době dochází k nevídanému rozvoji moderních metod detekce a 
stanovení počtu mikroorganismů v potravinách (a samozřejmě i jiných materiálech). 
Patří mezi ně např. imunochemické metody, které je možné kombinovat s různými 
separačními technikami a především pak PCR v různých aplikacích. Tyto metody není 
možné z pochopitelných důvodů provádět v podmínkách školní laboratoře. Je také třeba 
upozornit na skutečnost, že klasické kultivační techniky jsou dnes stále nejčastějším 
způsobem stanovení mikroorganismů v potravinách a že i v případě aplikace jiných 
způsobů slouží jako referenční metoda. 
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3.1.2. Použité metody 
 
Posouzení mikrobiální kontaminace masa a provozních ploch v rámci jateční 
výroby a bourání bylo provedeno klasickými kultivačními metodami v souladu 
s příslušnými normami: 
 
● ČSN ISO 7218 Mikrobiologie potravin a krmiv. Všeobecné pokyny pro 
mikrobiologické zkoušení 
● ČSN ISO 17604 Mikrobiologie potravin a krmiv. Vzorkování těl poražených zvířat 
pro mikrobiologické vyšetření 
● ČSN ISO 3100-2 Maso a masné výrobky. Odběr vzorků a příprava analytických 
vzorků. Část 2: Příprava analytických vzorků pro mikrobiologické zkoušení 
● ČSN EN ISO 6887-1 Mikrobiologie potravin a krmiv. Úprava analytických vzorků, 
příprava výchozí suspenze a desetinásobných ředění – Část 1: Všeobecné pokyny 
pro přípravu výchozí suspenze a desetinásobných ředění 
● ČSN EN ISO 6887-2 Mikrobiologie potravin a krmiv. Úprava analytických vzorků, 
příprava výchozí suspenze a desetinásobných ředění – Část 2: Specifické pokyny 
pro vzorky masa a masných výrobků 
● ČSN P ENV ISO 11133-1 Mikrobiologie potravin a krmiv. Všeobecné pokyny pro 
přípravu a výrobu kultivačních půd – Část 1: Všeobecné pokyny pro zabezpečování 
jakosti při přípravě kultivačních půd v laboratoři 
● ČSN ISO 4832 Mikrobiologie. Všeobecné pokyny pro stanovení počtu koliformních 
bakterií. Technika počítání kolonií 
● ČSN EN ISO 6579 Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontální metoda průkazu 
bakterií rodu Salmonella 
● ČSN EN ISO 6888-1 Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontální metoda 
stanovení počtu koagulázopozitivních stafylokoků (Staphylococcus aureus a další 
druhy) – Část 1: Technika s použitím agarové půdy podle Baird-Parkera 
● ČSN 56 0100 Mikrobiologické zkoušení poživatin, předmětů běžného užívání a 
prostředí potravinářských provozoven 
● ČSN ISO 2293 Maso a masné výrobky. Stanovení počtu mikroorganismů. Technika 
počítání kolonií 
● ČSN ISO 18593 Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontální metody specifikující 
techniky vzorkování z povrchu pomocí kontaktních ploten a stěrů 
● ČSN EN ISO 4833 Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontální metoda pro 
stanovení celkového počtu mikroorganismů – Technika počítání kolonií 
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3.1.3. Přístroje a zařízení 
 
Všechna prováděná mikrobiologická vyšetření byla prováděna podle návodů 
Laboratorní cvičení z mikrobiologie. Vycházelo se přitom z předpokladu, že musí být 
standardně proveditelná ve školní mikrobiologické laboratoři a nejsou tedy zapotřebí 
žádné neobvyklé či speciální pomůcky nebo přístroje. 
Kromě běžného laboratorního vybavení bylo k vyšetřování vzorků masa 
zapotřebí zejména: 
 
● parní sterilizátor (autokláv) vertikální AUT 26/II (Brněnská medicínská 
technika a. s., ČR) 
● parní sterilizátor (autokláv ) PS 20A/I  (Brněnská Medicínská Technika a. s., 
ČR) 
● termostat BT 120 (Chirana Brno, ČR) 
● pedálový homogenizátor Stomacher (Vezola Brno, ČR) 
● ultrazvuková lázeň (Tesla, ČR) 
 
 
3.1.4. Živné půdy 
 
● Violet Red Bile Agar 1.2% (Čaderský – Envitek, spol. s.r.o., ČR) 
● Plate Count Agar (Čaderský – Envitek, spol. s.r.o., ČR) 
● Baird-Parker Agar Base (Čaderský – Envitek, spol. s.r.o., ČR) 
● Egg Yolk Tellurite Emulsion (Čaderský – Envitek, spol. s.r.o., ČR) 
● Xylose Lysine Deoxycholate Agar (Čaderský – Envitek, spol. s.r.o., ČR) 
 
V následujícím textu jsou používány zažité zkratky živných půd: 
 Violet Red Bile Agar – VRBL, česky VČŽL (krystalová violeť, neutrální 
červeň, žlučové soli, laktóza), 
 Plate Count Agar – PCA, česky GTKA (glukóza, trypton, kvasničný extrakt, 
agar), 
 Baird-Parker Agar – B-P, 
 Xylose Lysine Deoxycholate Agar – XLD. 
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3.1.5. Pracovní postup 
 
3.1.5.1. Odběr vzorků 
 
Pro účely kontroly vnitropodnikové hygieny (sekundární kontaminace) se 
destruktivní metodou z jatečně upraveného těla po úpravě, ale před zahájením chlazení, 
odeberou čtyři vzorky tkáně představující celkem 20 cm2 plochy povrchu masa. Kousky 
tkáně se odebírají pomocí sterilního korkovrtu nebo tak, že se z jatečně upraveného těla 
sterilním nástrojem odřízne plátek o ploše 5 cm2 a maximální tloušťce 5 mm. Vzorky 
musejí být na jatkách za sterilních podmínek umístěny do nádoby na vzorky nebo do 
plastikového sáčku s ředícím roztokem, přemístěny do laboratoře a potom 
homogenizovány. Podle rozhodnutí Komise 2001/471/ES je možné použít pro odběr 
vzorků masa i nedestruktivní (stěrovou) metodu. [28] 
Odběr vzorků z pracovní plochy byl proveden stěrovou metodou. Vzorky se 
odebírají bavlněnými tampóny navlhčenými 1 ml 0,1 % roztoku NaCl a peptonu (8,5 g 
NaCl, 1 g trypton-kasein-peptonu, 0,1 % agaru a 1000 ml destilované vody). Povrch pro 
odběr vzorku má plochu 20 cm2, která se vyznačí sterilní šablonou. Na vlhké plochy 
stačí suché bavlněné tampóny. Tampóny by měly být drženy ve sterilních kleštích a 
povrch, ze kterého se odebírá vzorek, se setře desetkrát odshora dolů a při stírání se na 
povrch pevně přitlačí. Tampóny se sbírají do láhve obsahující 40 ml pufrovaného 
peptonu s fyziologickým roztokem a 0,1 % agarem. Vzorky stěrů musejí být do dalšího 
zpracování uloženy v chladu při teplotě 4 °C. Láhev se před ředěním energicky 
protřepe. Ředění se provádí po desetinásobných ředících krocích ve 40 ml 0,1 % NaCl 
peptonového roztoku a poté se provádí mikrobiologické vyšetření. Podle rozhodnutí 
Komise 2001/471/ES je možné použít pro odběr vzorků z pracovní plochy i agarovou 
otiskovou metodu. [28] 
 
 
3.1.5.2. Mikrobiologické vyšetření 
 
 Odebrané vzorky se do vyšetření skladují v chladu při teplotě 4 °C. Vzorky jsou 
homogenizovány alespoň po dvě minuty v plastikovém sáčku ve 100 ml ředicího 
roztoku (tj. 0,1 % pufrovaná peptonová voda, 0,9 % roztok chloridu sodného) při zhruba 
250 cyklech peristaltické míchačky. Vzorky stěrů se energicky protřepou v ředícím 
roztoku. Vzorky se vyšetří do 24 hodin po odběru. [28] 
 Ředění se před očkováním provádí po desetinásobných ředících krocích v 
roztoku 0,1 % peptonu + 0,85 % NaCl. Stěrová suspenze a homogenizovaná masová 
suspenze v sáčku používaném v peristaltické míchačce nejsou ředěním a vezmou se v 
úvahu při výpočtu desetinásobného ředění..  
Po naočkování  (neboli inokulaci) příslušného ředění vzorku do agarové živné 
půdy následuje kultivace při podmínkách optimálních pro růst testované skupiny 
mikroorganismů.  
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Klasická kultivační metoda se používá ve 2 variantách: 
a) zalití inokula do půdy – tato varianta byla použita pro stanovení CPM 
b) roztěr inokula na povrch půdy – tato varianta byla použita pro stanovení počtu 
koliformních mikroorganismů a Staphylococcus aureus 
 
Množství inokula:  1 ml při zalévání do půdy 
   0,1 ml při roztěru na povrch. 
 
Stupeň ředění vzorku je volen tak, aby se celkový počet vyrostlých kolonií 
pohyboval v rozmezí 30 – 300, počet kolonií specifických skupin mikroorganismů 15 – 
150. [18] 
 Při variantě zalití inokula do půdy nejprve rozehřejeme živnou půdu (kvůli 
ztekucení), poté ji ochladíme na teplotu 45ºC. Mezi tím naočkujeme souběžně na 2 
Petriho misky 1 ml příslušného ředění vzorku. Naočkované Petriho misky zalijeme 
tekutou živnou půdou ve vrstvě 2 – 4 mm, misky uzavřeme víčkem a inokulum s půdou 
ihned dokonale promícháme krouživým pohybem. Soustavu necháme utuhnout a 
Petriho misky vložíme do termostatu dnem vzhůru a nechat inkubovat. [18] 
 Při variantě roztěru inokula na povrch půdy nejprve nalijeme rozehřátou půdu do 
Petriho misek a po jejím utuhnutí očkujeme souběžně na 2 Petriho misky 0,1 ml 
inokula. Inokulum ihned rovnoměrně rozetřeme sterilní skleněnou zahnutou tyčinkou 
(tzv. hokejkou) a ponecháme na pracovním stole 15 minut (kvůli vsáknutí inokula). 
Poté Petriho misky vložíme do termostatu dnem vzhůru a nechat inkubovat. [18] 
Dalším krokem je vyhodnocení podle počtu kolonií narostlých na živné půdě. 
Při stanovení celkového počtu mikroorganismů (CPM) se odečítají všechny vyrostlé 
kolonie, při stanovení daných taxonomických skupin pouze kolonie s příslušnými 
morfologickými charakteristikami. 
 Počet mikroorganismů v původním vzorku (v 1 g nebo 1 ml) se vypočítá jako 
vážený aritmetický průměr ze dvou po sobě následujících ředění podle vzorce: 
 
dnnV
C
N
⋅⋅+⋅
=
∑
)1,0( 21
 
 
kde  ΣC …. je celkový počet kolonií vyrostlých na všech plotnách, které byly 
vybrány pro 
                     výpočet. Je to součet kolonií vyrostlých při dvou po sobě následujících 
  ředěních, v rámci každého ředění vždy na dvou souběžně očkovaných 
miskách. 
 V …... je objem inokula v mililitrech (tedy buď 1 nebo 0,1 při metodě zalití nebo  
  roztěru). 
 n1 …. je počet ploten vybraných k výpočtu z prvního zvoleného ředění (tedy n1 
= 2). 
 n2 …. je počet ploten vybraných k výpočtu z druhého zvoleného ředění (tedy n2 
= 2). 
 d …..  je faktor ředění odpovídající prvnímu z obou vybraných ředění. 
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Výsledek se vyjádří jako počet mikroorganismů v mililitru (u tekutých vzorků) 
nebo v gramu (u pevných vzorků),  nebo v cm2 plochy povrchu, a to jako číslo 
v intervalu 1,0 až 9,9 násobené 10x. [18] 
 Jestliže by obě plotny nejmenšího ředění neobsahovaly žádné kolonie, vyjádří se 
výsledek takto: ve vzorku je méně než 1/ (V.d) stanovovaných mikroorganismů na 1 g, 
ml nebo cm2 plochy. [18] 
Všechny výsledky testování vzorků jatečně upravených těl a masa se  nyní podle 
platné evropské legislativy zaznamenávají v kolonie tvořících jednotkách (KTJ) na cm2 
plochy povrchu. [28] Protože jsem neměl k dispozici vzorky masa získané pouze 
z povrchu, ale i z hloubky tkáně, jsou výsledky předkládané v této práci vyjádřeny jako 
KTJ na gram vzorku masa, pouze v případě stěru z pracovní plochy jako KTJ na cm2. 
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3.2. Výsledky a diskuse 
 
3.2.1. Přehled odečtených kolonií na agarových půdách 
 
Odečtené kolonie byly vyhodnoceny v souladu s postupy, které jsou popsány v 
příslušných normách ISO pro mikrobiologické vyšetřování potravin. V případě 
stanovení celkového počtu mikroorganismů byly odečteny veškeré kolonie, v případě 
stanovení počtu koliformních mikroorganismů a stanovení počtu bakterie 
Staphylococcus aureus byly odečteny pouze kolonie s příslušnými morfologickými 
charakteristikami. 
V tabulkách č. 2 až 5 jsou uvedeny odečtené počty kolonií narostlých na Petriho 
miskách při 4 sadách mikrobiologických vyšetření vzorků jatečně upravených těl a 
masa z bourárny. 
Pro možnost porovnání jsou zde uvedeny také výsledky vyšetření prováděných 
na Fakultě chemické VUT v rámci diplomové práce Mgr. Ivony Spurné (jedná se o dvě 
sady mikrobiologických vyšetření – tab. 2 a tab.5). 
 
 
Tab. č.2: Počty kolonií narostlých na Petriho miskách. Laboratoř VUT, 8.10.2008. 
vzorek inokulum první 
řeďení 
1. 
plotna 
2. 
plotna 
3. 
plotna 
4. 
plotna 
              
játra CPM 1 1,00E-02 120 150 18 15 
játra koliformní 0,1 1,00E-01 23 13 0 0 
játra S.aureus 0,1 1,00E-01 52 48 6 9 
              
maso schlazovna CPM 1 1,00E-02 65 68 10 19 
maso schlazovna 
koliformní 0,1 1,00E-01 20 31 5 15 
maso schlazovna 
S.aureus 0,1 1,00E-01 14 21 3 2 
              
maso bourárna CPM 1 1,00E-02 255 240 35 29 
maso bourárna koliformní 0,1 1,00E-01 80 95 16 19 
maso bourárna S.aureus 0,1 1,00E-01 23 31 8 10 
              
stěr CPM 1 1,00E+00 140 123 12 16 
stěr koliformní 0,1 1,00E+00 12 15 0 0 
stěr S.aureus 0,1 1,00E+00 0 0 0 0 
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Tab. č.3: Počty kolonií narostlých na Petriho miskách. Laboratoř SPŠCH 15.12.2008. 
vzorek inokulum 
první 
řeďení 
1. 
plotna 
2. 
plotna 
3. 
plotna 
4. 
plotna 
              
játra CPM 1 1,00E-03 90 83 15 6 
játra koliformní 0,1 1,00E-01 25 27 4 2 
játra S.aureus 0,1 1,00E-01 158 132 12 14 
              
maso schlazovna CPM 1 1,00E-02 160 174 18 19 
maso schlazovna 
koliformní 0,1 1,00E-01 85 32 7 4 
maso schlazovna 
S.aureus 0,1 1,00E-01 14 21 15 18 
              
maso bourárna CPM 1 1,00E-03 320 295 34 45 
maso bourárna koliformní 0,1 1,00E-01 120 115 15 16 
maso bourárna S.aureus 0,1 1,00E-01 310 286 39 56 
              
stěr CPM 1 1,00E-01 43 54 3 5 
stěr koliformní 0,1 1,00E-01 16 24 2 0 
stěr S.aureus 0,1 1,00E+00 8 11 0 0 
 
 
Tab. č.4: Počty kolonií narostlých na Petriho miskách. Laboratoř SPŠCH 16.2.2009. 
vzorek inokulum 
první 
řeďení 
1. 
plotna 
2. 
plotna 
3. 
plotna 
4. 
plotna 
              
játra CPM 1 1,00E-02 110 132 25 36 
játra koliformní 0,1 1,00E-01 36 30 7 9 
játra S.aureus 0,1 1,00E-01 115 142 17 20 
              
maso schlazovna CPM 1 1,00E-03 23 36 8 12 
maso schlazovna 
koliformní 0,1 1,00E-01 40 23 3 0 
maso schlazovna 
S.aureus 0,1 1,00E-01 22 28 2 5 
              
maso bourárna CPM 1 1,00E-04 34 27 7 5 
maso bourárna koliformní 0,1 1,00E-01 88 75 24 19 
maso bourárna S.aureus 0,1 1,00E-01 214 244 33 28 
              
stěr CPM 1 1,00E-01 32 47 17 26 
stěr koliformní 0,1 1,00E+00 18 31 2 2 
stěr S.aureus 0,1 1,00E+00 42 38 7 1 
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Tab. č.5: Počty kolonií narostlých na Petriho miskách. Laboratoř VUT, 3.4.2009. 
vzorek inokulum 
první 
řeďení 
1. 
plotna 
2. 
plotna 
3. 
plotna 
4. 
plotna 
              
játra CPM 1 1,00E-03 15 20 4 3 
játra koliformní 0,1 1,00E-02 3 6 0 0 
játra S.aureus 0,1 1,00E-01 40 46 3 2 
              
maso schlazovna CPM 1 1,00E-01 174 164 27 15 
maso schlazovna 
koliformní 0,1 1,00E-01 12 14 0 3 
maso schlazovna 
S.aureus 0,1 1,00E-01 22 24 2 1 
              
maso bourárna CPM 1 1,00E-02 156 147 13 8 
maso bourárna koliformní 0,1 1,00E-01 68 72 7 9 
maso bourárna S.aureus 0,1 1,00E-01 92 87 15 28 
              
stěr CPM 1 1,00E+00 5 16 0 0 
stěr koliformní 0,1 1,00E+00 0 0 0 0 
stěr S.aureus 0,1 1,00E+00 0 0 0 0 
 
 
3.2.2. Vyhodnocení  primokultivace na záchyt rodů Salmonella resp. 
Shigella 
 
 Kolonie suspektní pro rod Salmonella či Shigella nebyly na půdě XLD 
zachyceny ani u jednoho z vyšetřovaných vzorků (viz tabulka č. 6). Křížovým roztěrem 
byly u většiny vzorků identifikovány pouze žluté kolonie  laktózo-pozitivních bakterií 
(koliformních) – viz. obr. č. 1, které byly kvantifikovány na půdě VRBL. V tomto 
ohledu se výsledky vyšetření zcela shodují, ať byla prováděna na SPŠ chemické v Brně 
nebo na Fakultě chemické VUT v Brně. Podle platné legislativy – v současné době je to 
nařízení ES č. 2073/2005 nesmí být salmonely přítomny ve 25 g vzorku [26]. Tuto 
podmínku tedy všechny testované vzorky masa splnily, ve stěrech z pracovní plochy byl 
nález také negativní. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č.1: Primokultivace na půdě XLD se záchytem koliformních mikroorganismů. 
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 Tab. č.6: Vyhodnocení  primokultivace na záchyt rodů Salmonella resp. Shigella. 
 
 
8.10.2008     
VUT 
15.12.2008 
SPŠCH 
16.2.2009 
SPŠCH 
3.4.2009     
VUT 
Maso - schlazovna neg. neg. neg. neg. 
Maso - bourárna neg. neg. neg. neg. 
Játra neg. neg. neg. neg. 
Stěr pracovní plocha neg. neg. neg. neg. 
 
 
3.2.3. Stanovení celkového počtu mikroorganismů 
 
 Celkový počet mikroorganismů (CPM) stanovený kultivační metodou na 
půdě PCA představuje veškeré bakterie, kvasinky i plísně vyrostlé za aerobních 
podmínek během 72 hodin při 30 ºC. Můžeme tedy říci, že jde o veškeré mezofilní 
aerobní a fakultativně anaerobní mikroorganismy. Podle již zmíněného legislativního 
předpisu nesmí celkový počet aerobně kultivovaných mikroorganismů překročit hranici 
5.106 KTJ/g u žádného z vyšetřovaných vzorků masa jatečně upraveného těla zvířete 
[26]. Všechny vyšetřované vzorky toto kriterium splnily (viz tab. č. 7). 
 U ukazatele CPM jsem zaznamenal řádově 10x vyšší hodnoty u vzorků, které 
byly vyšetřovány na SPŠCH oproti vzorkům vyšetřovaným na FCH VUT. Tento rozdíl 
sice nelze interpretovat jednoznačně, neboť se jednalo vždy o různé vzorky masa, ale 
soudím, že CPM stanovené na SPŠCH je vyšší z toho důvodu, že vzorky byly 
analyzovány po delší době po odběru (norma umožňuje skladování v chladu po dobu až 
24 hodin) než v případě analýz na FCH VUT a mohlo tedy dojít k pomnožení 
mikroorganismů v období mezi odebráním vzorku a jeho analýzou.  
 Jednoznačný je také nárůst CPM u vzorku masa z bourárny oproti vzorku 
z jatečního provozu, což dokládá obecně známý jev, že počet mikroorganismů v mase 
jatečného zvířete se při bourání jatečně upraveného těla výrazně zvyšuje jeho 
mechanickým porušením a zvětšením jeho relativního povrchu (z toho důvodu kladou 
masokombináty mimořádný význam na hygienu bourárny).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č.2: Ukázka výsledku kultivace na půdě GTKA (PCA),                                         
stěr z pracovní plochy, ředění 10-1. Laboratoř SPŠCH 15.12.2008.  
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Tab. č. 7: Vyhodnocení – celkový počet mikroorganismů. Výsledky jsou uvedeny 
v KTJ/g, v případě stěru z pracovní plochy v KTJ/cm2. 
 
 
8.10.2008     
VUT 
15.12.2008 
SPŠCH 
16.2.2009 
SPŠCH 
3.4.2009       
VUT 
Maso - schlazovna 7,36E+03 1,69E+04 3,59E+04 1,73E+03 
Maso - bourárna 2,54E+04 3,15E+05 3,32E+05 1,47E+04 
Játra 1,38E+04 8,82E+04 1,38E+04 1,91E+04 
Stěr pracovní plocha 1,32E+02 4,77E+02 5,55E+02 9,55E+00 
 
 
3.2.4. Stanovení počtu koliformních mikroorganismů 
 
 Při vyšetřování vzorků masa na koliformní mikroorganismy byly počítány 
charakteristické kolonie (karmínově červené o průměru 1 – 3 mm) vyrostlé na 
selektivním médiu VRBL bez zahrnutí oxidázového testu. V tomto pojetí se tedy jedná 
o veškeré laktózo-pozitivní bakterie, které produkují kyselinu a plyn. Rozhodnutí 
Komise 2001/471/ES ze dne 8. června 2001, kterým se stanovují zásady pravidelných 
kontrol všeobecné hygieny stanoví, že zatímco celkové počty mikroorganismů se 
analyzují vždy, počty koliformních mikroorganismů se podle tohoto předpisu 
stanovovat nemusí. V tomto předpisu je pouze zmíněn dobrovolný odběr vzorků na 
stanovení počtu enterobakterií (může jej ovšem požadovat úřední veterinární lékař) 
[28]. Mezní hodnoty pro počet koliformních mikroorganismů nezmiňuje ani nařízení 
Komise ES č. 2073/2005 (najdeme zde pouze limity pro čeleď Enterobacteriaceae jako 
celek nebo naopak jen pro počty bakterií Escherichia coli) [26]. I v případě počtu 
koliformních bakterií můžeme sledovat obdobný trend jako u CPM, tedy nárůst počtu 
koliformní mikroorganismů u vzorku masa z bourárny oproti vzorku z jatečního 
provozu (viz tab. č. 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č.3: Ukázka výsledku kultivace na půdě VČŽL (VRBL),                                       
maso – schlazovna, ředění 10-1.  Laboratoř SPŠCH 16.2.2009.  
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Tab. č. 8: Vyhodnocení – počet koliformních  mikroorganismů. Výsledky jsou uvedeny 
v KTJ/g, v případě stěru z pracovní plochy v KTJ/cm2. 
 
 
8.10.2008     
VUT 
15.12.2008 
SPŠCH 
16.2.2009 
SPŠCH 
3.4.2009     
VUT 
Maso - schlazovna 3,23E+03 5,82E+03 3,00E+03 1,32E+03 
Maso - bourárna 9,55E+03 1,21E+04 9,36E+03 7,09E+03 
Játra 1,64E+03 2,64E+03 3,73E+03 4,09E+03 
Stěr pracovní plocha 1,23E+02 1,91E+03 2,41E+02 <1,00E+01 
 
 
3.2.5. Stanovení počtu Staphylococcus aureus 
 
 Původce alimentárního onemocnění Staphylococcus aureus byl stanoven na 
agarové půdě podle Baird-Parkera, kde tvoří charakteristické černé kolonie (vzniklé 
redukcí telluričitanu draselného na kovový tellur) o průměru 1 až 1,5 mm, které jsou 
lesklé a vypouklé a které na okolní půdě tvoří kolem sebe kruhovou zónu projasnění o 
průměru 2 až 5 mm (zóna proteolýzy). Po 48 hodinách se v projasněné zóně tvoří 
opakní zóny způsobené aktivitou lecithinázy. Konfirmace se provádí na králičí plazmě, 
kde Staphylococcus aureus poskytuje výrazně pozitivní koagulázovou reakci. 
Konfirmace v rámci vyšetřování v laboratoři SPŠCH nebyla prováděna a proto byly 
počítány veškeré kolonie vyrostlé na plotnách jako suspektní.  
 Stanovení počtu koagulázapozitivních stafylokoků není rozhodnutím Komise 
č. 471/2001 vyžadována a nařízení Komise ES č. 2073/2005 nevyžaduje splnění limitů 
počtu koagulázapozitivních stafylokoků pro jatečně upravená těla zvířat ani maso 
jakožto produkt bourárny (limity jsou stanoveny pouze pro sýry, sušené mléko a 
sušenou syrovátku a výrobky z vařených korýšů a měkkýšů [26]). Je paradoxem, že 
v tomto ohledu je tedy evropská norma méně důsledná, než dnes už neplatná vyhláška 
Ministerstva zdravotnictví ČR č. 132/2004 Sb. o mikrobiologických požadavcích na 
potraviny, způsobu jejich kontroly a hodnocení (byla zrušena vyhláškou 467/2006 Sb. 
od 11. 10. 2006 [34]). Přestože jmenovaná vyhláška již není pro potravinářské podniky 
závazná, využívají výrobci potravin v ČR některé ukazatele stanovené touto vyhláškou 
(např. ve formě vnitropodnikových norem) jako kontrolní body pro analýzu rizik. 
Vyhláška 132/2004 Sb. udávala nejvyšší mezní hodnotu počtu koagulázapozitivních 
stafylokoků 105 KTJ/g pro všechny potraviny, které nejsou určeny k přímé spotřebě 
(např. před tepelnou úpravou) a 104 KTJ/g pro všechny potraviny určené k přímé 
spotřebě [32].  
 Z tohoto pohledu všechny vyšetřované vzorky dříve platné vyhlášce 
odpovídají (viz tab. č. 9), ale vzhledem k tomu, že jde o čerstvé maso přímo z jatek, je 
počet zjištěných bakterií překvapivě vysoký – např. maso z bourárny vyšetřované na 
SPŠCH 15. 12. 2008 je sice s počtem bakterií 3,14.104 KTJ/g s bývalou vyhláškou 
v souladu (limit 105 KTJ/g), ovšem tatarský biftek z tohoto masa bychom připravit 
nemohli (limit 104 KTJ/g pro potraviny určené k přímé spotřebě). Je zde ovšem nutno 
 28 
uvést, že předkládané výsledky jsou v tomto ohledu více než orientační, a to zejména 
proto, že: 
- byly odečítány veškeré suspektní kolonie, nikoliv konfirmované 
- pracoviště SPŠCH Brno není akreditovanou laboratoří pro mikrobiologické 
rozbory potravin a vzhledem k výuce, která zde probíhá není možné 
v laboratoři udržet požadovaný stupeň sterility prostředí. 
 
 I přes tyto nedostatky můžeme ze zjištěných výsledků usuzovat na tyto 
skutečnosti: 
- počet bakterií Staphylococcus aureus a dalších koagulázapozitivních 
stafylokoků se velmi výrazně zvyšuje při bourání masa  
- stěry z pracovních ploch opakovaně vyšetřované v laboratoři VUT však 
nezjistili žádnou kontaminaci touto bakterií (stěry vyšetřované na SPŠCH 
zachytily 86 a 400 KTJ/cm2, avšak v rozporu se zjištěními laboratoře VUT 
lze usuzovat spíše na kontaminaci v průběhu zpracování vzorku nebo 
samotného vyšetření) 
 
 Obě tato zjištění dokládají obecně známou skutečnost, že ke kontaminaci 
potravin touto bakterií dochází při kontaktu potraviny s lidským faktorem – podle běžně 
dostupných zdrojů [24] se  Staphylococcus aureus běžně vyskytuje na kůži člověka 
(více než 50 % zdravých jedinců nosí Staphylococcus aureus na kůži nebo sliznici 
dutiny nosní či ústní). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č.4: Ukázka výsledku kultivace na půdě podle Baird-Parkera ,                           
maso – schlazovna, ředění 10-2. Laboratoř SPŠCH 15.12.2008. 
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Tab. č. 9: Vyhodnocení – počet bakterií Staphylococcus aureus. Výsledky jsou uvedeny 
v KTJ/g, v případě stěru z pracovní plochy v KTJ/cm2. 
 
 
8.10.2008     
VUT 
15.12.2008 
SPŠCH 
16.2.2009 
SPŠCH 
3.4.2009     
VUT 
Maso - schlazovna 1,82E+03 3,09E+03 2,59E+03 2,23E+03 
Maso - bourárna 3,27E+03 3,14E+04 2,36E+04 1,01E+04 
Játra 5,23E+03 1,44E+04 1,34E+04 4,14E+03 
Stěr pracovní plocha <1,00E+01 8,64E+01 4,00E+02 <1,00E+01 
 
 
3.2.5. Grafické porovnání počtu jednotlivých skupin mikroorganismů 
 
 Protože rozdíly v počtech jednotlivých skupin mikroorganismů jsou číselně 
velké, což je pro mikrobiologická stanovení typické (jde až o řádové rozdíly), je pro 
grafické vyjádření výsledků použita logaritmická stupnice. V případě, že stanovený 
počet mikroorganismů byl menší než 10 KTJ/g, není v grafu tento výsledek znázorněn. 
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Graf č. 1: Celkový počet  mikroorganismů 
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 Graf č. 2: Počet koliformních mikroorganismů 
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Graf č. 3: Počet bakterií Staphylococcus aureus 
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4. ZÁVĚR 
 
Práce předkládá učební text, který obsahuje konkrétní návody pro práci studentů 
středních odborných škol s potravinářským zaměřením v mikrobiologické laboratoři. 
Tento soubor návodů je doplněn o dvě vyhodnocené sady mikrobiologických vyšetření 
masa a provozních ploch z jateční výroby a bourání, jakožto ukázku aplikace 
předložených návodů v praxi. 
Z výsledků mikrobiologických analýz vyplynulo, že všechny vyšetřované 
vzorky jatečně upravených těl jatečných zvířat, masa z bourárny i stěrů z pracovních 
ploch bourárny byly negativní na záchyt rodu Salmonella a splňovaly limity pro obsah 
celkového počtu mikroorganismů (5.106 KTJ/g).[26] Maximální přípustný počet 
koliformních mikroorganismů a bakterií Staphylococcus aureus současné evropské 
normy nestanovují. Ve vyšetřovaných vzorcích byl počet koliformních mikroorganismů 
nejčastěji řádově 103 a počet bakterií Staphylococcus aureus 103 až 104. 
Při mikrobiologickém vyšetřování vzorků masa a provozních ploch se ukázalo, 
že předkládaný soubor návodů pro laboratorní cvičení je relativně snadno proveditelný 
v podmínkách školní mikrobiologické laboratoře, ale zároveň dostatečně přesný pro 
použití v praxi, a to i v porovnání s obdobnými analýzami, které byly provedeny na 
Fakultě chemické VUT v Brně. 
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